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中文摘要 
 
    台灣地處於亞熱帶，氣候相當適合瓜類栽種，使瓜類作物在台灣是屬
於重要的經濟作物之一。我國每年瓜類作物的栽種面積大約有 23,000 公頃
以上，主要栽培區域以台南市、嘉義縣、雲林縣為主。通常病害發生是作
物生長的限制因子之一，其中包括病毒、細菌及真菌等所產生之病害。在
2009年在台南、雲林地區發現瓜類作物出現大量黃化現象，經研究發現與
2004年發生於日本的瓜類退綠黃化病毒(Cucurbit chlorotic yellows virus, 
CCYV)相同，但因當時此病毒並沒有造成嚴重的損失，所以沒有受到重
視。目前此病毒病害已造成瓜類作物受到嚴重經濟影響，因此希望可以利
用在洋香瓜作物中 CCYV 病毒鞘蛋白基因，經基因重組後在表現系統中生
產出蛋白質，並進一步製造抗血清，期待未來可用於瓜類退綠黃化病毒病
之檢測。本研究利用 CCYV 病毒鞘蛋白基因製造抗血清，根據選殖株
pGEMT-CP/DH5α 基因定序之結果得知鞘蛋白基因之核酸長度為 735bp，
此基因轉譯成蛋白質時可產生 245個胺基酸且其分子量為 28kDa。為大量
生產鞘蛋白故將鞘蛋白基因重組至選殖株 pQE31-CP/M15 中，此蛋白質表
現分析證實此選殖株可穩定表現在 pQE 系統中，經大量純化後也成功製造
出鞘蛋白之抗血清，並可實際應用於瓜類退綠黃化病毒病之免疫磁珠檢測
及免疫組織染色的分析上。 
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Abstract 
 
Taiwan is located in the subtropics, the climate quite favor to the melon 
growing, yields this crop becoming to the one of important economic crops in 
Taiwan. The annual melon crop planted area about 23,000 hectares, the main 
cultivation area consist of Tainan City, Chiayi County, Yunlin County. Usually 
the occurrence of disease is one of the limiting factors of crop growth, which 
are including viruses, bacteria and fungi diseases. In 2009 , one virus disease 
was discovered from Tainan City and the Yunlin County, the crop appear the 
massive etiolation on the tissues of the crop. After the investigation, this virus 
was identical to Cucurbit chlorotic yellows virus isolated from 2004, in Japan 
(CCYV). At that time, researchers didn’t pay attention to this virus disease.  
Now, this virus disease has been caused on the melon crop was affected by a 
serious economic impact. In this study, we want to cloning and expression the 
coat protein gene from CCYV virus to produce antiserum to identify CCYV on 
the fields. The results of CP gene sequencing of strains pGEMT-CP/DH5α that 
the length of the nucleic acid of the CP gene 735bp gene, gene translated into 
protein of 245 amino acids and a molecular weight of 28 kDa. For the mass 
production of coat protein from the CP gene recombinant clone 
pQE31-CP/M15, the protein expression analysis confirmed that the CP gene 
can be stable expression in the pQE system. In this study, the antiserum of CP 
can be utilized to identify the chlorotic yellowing virus disease by 
immunoassay and Immunohistochemistry stain. 
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前人研究 
 
    瓜類作物屬於葫蘆科(Cucurbitaceae)是世界上最常見重要的經濟栽培
作物，常見之瓜類作物包含西瓜(watermelon)、洋香瓜(muskmelon)、胡瓜
(cucumber)、絲瓜(sponge gourd)、苦瓜(bitter gourd)、冬瓜(wax gourd)、佛
手瓜(chayote)及甜瓜(melon)，多生長在溫暖的亞熱帶 (王, 2001)。台灣地
處亞熱帶，氣候相當適合瓜類栽種，因此每年皆有相當大面積用於瓜類之
栽培；而主要栽種區域則以台南市、嘉義縣、雲林縣為主，栽種面積佔全
國50％以上 (蔡, 2000)。此外根據100年農糧署統計，在台灣瓜類作物的栽
種面積大約有23,000公頃，其中以西瓜種植面積11,715公頃為最多，依序
則是洋香瓜3,184公頃、香瓜2,434公頃，胡瓜2,402公頃、苦瓜1,633公頃、
冬瓜1,290公頃(農糧署公務統計, 2011)。已知影響瓜類作物生產時的限制因
子有許多，其中病毒、細菌及真菌所產生之病害也都是瓜類作物生產時的
重要限制因子；在病毒病害方面：例如在1997到2000年期間病毒病害發生
於中部區域，造成冬瓜作物受到西瓜銀斑病毒(Watermelon silver mottle 
virus, WSMOV)及木瓜輪點病毒－西瓜型(Watermelon type of Papaya 
ringspot virus, PRSV-W )危害，導致作物受害率達80%以上，農民收穫率減
少40%以上(趙, 台中區農情月刊)。此外在2006年於台南地區，作物在短短
一周內受到嚴重的病毒病害感染，導致約有500公頃面積受到影響，因而
造成農損約兩億五千萬元，可見病毒病害對農作物之收成有相當大的影響 
(趙, 2007)。 
     全世界瓜類病毒病害約有 40 種以上，在台灣則發現 16種病毒病害
(Provvidenti, 1996)，而這些病毒病害已是目前造成瓜類作物損失的重要原
因(Hoyrani, 2003)。病毒病害具有可以侵入宿主細胞且造成系統性感染之
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特性，所有病害中最難防治 (Shands and Stoner, 1998)。病毒病不具有主
動入侵與離開宿主的能力(張, 1994)，必須要經由其他生物做為媒介才能
將病毒傳播到另一新的個體上達到延續生命的目的(張, 2005)。由於作物
一旦罹患病毒病就沒有藥劑可以治療，因此目前只有提前預防才是最有 
  效的防治方法(鄧, 2011)。 
     病毒感染在不同的作物上，經常有不同的病徵，當作物受到病毒病
危害時可能會有葉片斑駁、黃化、矮化及變形、植株發育不良、果實畸
形壞疽最後也可能造成植株停止生長及死亡。受感染之作物若可開花結
果，也可能使作物產量減少，甜度降低，使得瓜類經濟價值受到影響(彭, 
2007；彭, 2011)。報導中感染洋香瓜作物的病毒病，主要包括了甜菜黃化
病毒(Beet pseudo-yellows viruses, BPYV) (Duffus, 1965)、胡瓜嵌紋病毒
(Cucumber mosaic virus, CMV)(鐘,1971) 、矮南瓜黃化嵌紋病毒(Zucchini 
yellow mosaic virus ,ZVMV)(許等, 1985)、木瓜輪點病毒-西瓜型
(PRSV-W)(Huang and Chang, 1989) 、瓜類黃色矮化失調病毒(Cucurbit 
yellow stunting disorder virus, CYSDV)(Celix, A., 1996; Hassan., 1991) 、番
茄褪綠傳染性病毒(Tomato infectious chlorosis virus , TICV) (Wisler et 
al.,1996) 、萵苣退綠病毒(Lettuce chlorosis virus , LCV) (Duffus et al., 
1996)、萵苣傳染性黃化病毒(Lettuce infectious yellows virus , LIYV) 
(Martelli et al., 2000)、菲律賓南瓜捲葉病毒(Squash leaf curl philippine 
virus ,SLCPHV)(廖等, 2005) 、瓜類蚜媒黃化病毒(Cucurbit aphid-borne 
yellows virus, CABYV)(Deng et al., 1997)、胡瓜綠斑嵌紋病毒(Cucurbit 
green mottle mosaic virus, CGMMV) (Ainsworth, 1935)、西瓜銀斑病毒
(WSMoV)(Yeh et al., 1992)、甜瓜脈綠嵌紋病毒(Melon vein-banding mosaic 
virus, MVbMV)(Huang et al., 1993)、甜瓜蚜媒黃化病毒(Melon aphid-borne 
yellows virus, MABYV) (Knierim et al., 2010)、絲瓜蚜媒黃化病毒(Suakwa 
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aphid-borne yellows virus, SABYV) (Knierim et al., 2010)以及於 2004年發
現的瓜類退綠黃化病毒(Cucurbit chlorotic yellows virus ,CCYV)(Gyoutoku 
et al., 2009)等，都為洋香瓜類病毒病害的病原。瓜類退綠黃化病毒 CCYV
係在 2009 確認病原，主要是因為溫室裡的瓜類作物都大量的出現黃化現
象，而且使用當時已知病毒的 PCR 檢測，都無產生專一性的條帶，所以
認定此病毒為新病毒(Okuda et al., 2010)；研究亦指出 CCYV 病毒在台灣
也可感染葫蘆科內的許多瓜類作物(Huang et al., 2010)。 
    在 Closterovirus 科中可感染瓜類的病毒之分類多屬於 Closterovirus 屬
和 Crinivirus 屬，這類病毒往往是透過粉蝨及蚜蟲做為傳播，因為病毒具
有韌皮部侷限性之特性(phloem-limited)，所以病毒常存於宿主韌皮部的細
胞中(Karasev, 2000 and Wisler et al., 1998 )。Closterovirus 屬的病毒通常以
Beet yellows virus (BYV)作為模式組，病毒為較長的絲狀(1200-2200 nm)，
屬於單條 RNA 基因體(mono-partite genomes)，傳播方式係由蚜蟲以半永續
方式進行。Crinivirus 的病毒屬以 Lettuce infectious yellows virus(LIYV)作為
模板組，病毒為較短的絲狀(650-900 nm)，主要由兩條 RNA 序列組成，分
別是 RNA1 和 RNA2 (Fauquet et al., 2005)。Crinivirus 的 RNA 1 基因序列
包含複製相關蛋白(methyl-transferase、RNA helicase I、和 RNA-dependent 
RNA polymerase) 。 RNA2 基因序列包含外殼蛋白 (Coat Protein,CP)、小
片段外殼蛋白(CPm)、同源相關 70-kDa 熱休克蛋白(HSP70h)、59-kDa 蛋
白、和其他小蛋白片段組合而成(Mitsuru et al., 2010)。本研究所探討之
CCYV 病毒在先前報導研究中發現屬於 Crinivirus 屬的病毒，RNA1 長度
8,607(nt)核酸序列含有 4個 open reading frames (ORFs)(Okuda et al., 
2010)，RNA2 序列發現全長約有 8,041 個核苷酸組成，包含了 P5、Hsp70h、
P6、P60、P9、CP、CPm和 P26 共八個蛋白(李, 2009)。利用基因序列分析
親源性關係，發現與萵苣傳染性枯黃病毒(LCV)、大麥黃矮毒素病(BYDV)
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和瓜類黃色矮化失調病毒(CYSDV)基因相似度達 75% (Misturu Okuda et al., 
2010)。 
    Crinivirus屬病毒病，已成為近十年來最新興的植物病毒，主要造成全
球性的作物經濟受到損失，所以在Crinivirus屬的病毒種類和媒介昆蟲種類
與傳播的特性，是目前最需要關注的議題。其中之CCYV病毒是經由傳播
媒介粉蝨biotype B及biotype Q作為傳播(Gyoutoku et al., 2009;李, 2010)。發
病之病徵主要造成瓜類作物嚴重黃化，常可造成西瓜、甜瓜、香瓜、洋香
瓜等作物發病及產量減少，且其果實之甜度也明顯降低，嚴重的影響栽培
作物之經濟效應。但也因為瓜類作物是屬於全年皆有生產的作物，所以病
蟲害發生率也比其他作物高，嚴重的影響瓜類作物，使作物生產受到嚴重
傷害(蔡, 1988)。在先前報告中也發現CCYV病毒主要是經由粉蝨做為傳
播。粉蝨大小約有0.9-1.2 mm，屬於韌皮部吸取者，吸食時會先在寄主植
物上漫步並以口針刺探維管束的位置(Lei et al., 1999)，會將口針沿著細胞
間隙進入細胞內達到韌皮部，吸取時藉由改變頭部位方向，以協助口針穿
過細胞而到達韌皮部細胞中吸食植物的汁液(Brown and Czosnel, 2002)。目
前對於粉蝨媒介與Criniviruses的作用機制還不是很清楚，只知道病毒顆粒
中的minor capsid protein (CPm)是決定病毒傳播的主要因子(Tian et al., 
1999)。病徵上造成瓜類作物嚴重黃化，即可造成西瓜、甜瓜、香瓜、洋香
瓜等作物發病及產量減少，且其果實之甜度也明顯降低，嚴重的影響栽培
作物之經濟效應。 
 
    目前在瓜類作物病毒病害檢測上，常用的檢測方式包含了病徵診斷
法、生物特性檢測法、電子顯微鏡檢測法、核酸檢測法包含 PCR(Polymerase 
Chain Reaction)及磁珠 PCR及血清檢測法包含 ELISA (Enzyme-linked 
immunosobent assay)及 Western Blotting 來做為分析及判讀(袁等, 
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2009)。但因病徵診斷法須要有經驗豐富的診斷人員做判讀，且植物病害引
起的病徵有時相似，所以誤差性相當的高。生物特性檢定法，雖然檢測花
費低廉，但必須要花較多時間做為觀察，所以也不常運用在實驗室中。而
在電子顯微鏡檢測法，必須花費相當高的金費，請專業操作員操作機器及
要定期作機器的保養和維修。所以較常運用於學術界，商業單位較少運用
此方式做為檢測鑑定。在目前最為普遍的使用方式，為利用基因核酸物質
以反轉錄聚合酶連鎖反應（Reverse transcription- PCR，簡稱 RT-PCR)
進行及以對病毒鞘蛋白抗血清進行酵素連結免疫吸附分析方式
(Enzyme-linked immunosobent assay,簡稱 ELISA）進行病毒病害
之檢測(張, 2007)。以下簡單敘述目前所使用於病毒檢測之方法。 
(一) 病徵診斷及生物特性檢測法 
    傳統的病徵診斷及生物特性檢測方式，都是觀察植株受到病毒感染
後，所產生的病徵和生長情況來做為判讀標的。病徵包含葉片退綠黃化、
嵌紋、萎縮、捲葉、壞疽、果實變小、發育不良等不同症狀，嚴重時會造
成植株死亡(彭, 2008)。但有些植株在感病後卻不會有明顯的病徵出現或不
表現，因此只靠著病徵作為診斷依據，可能會造成更嚴重的病毒傳播。 
(二)電子顯微鏡檢測法 
    從 1939 年電子顯微鏡被發明後，就被用於直接觀察感病植物組織中
的病毒顆粒。而電子顯微鏡檢測方法較常用於判別病毒顆粒較大且有特殊
形態的病毒，直接觀察病毒形狀、大小、表面構造可以作為診斷的依據
(Christie and Edwardson, 1977)。此方法較難觀察較小的病毒顆粒，且顯微
鏡必須花費大量金費購入及保養，加上觀察時容易受到濃度不均、採樣數
量和人員操作不當而有所影響，所以很難用於大量檢測上(張, 1996)。 
(三)血清檢測法 
    當血清學技術被開發發展後，即被普遍的運用在植物病毒診斷及鑑定
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上。在 1997年由 Clark和 Adam發展出一種經由抗原與抗體的專一性結合，
在與特定標定之酵素作用，並將檢測結果以顏色變化呈現，最後以儀器讀
取數據的技術被發展出來的酵素連結抗體吸附反應(ELISA）後，被大量的
使用在大量樣品的檢測上。此方法最大的好處就是可以檢測大量的樣品，
但每次檢測必須花費 2天才可完成，且如抗體專一性不夠專一，容易產生
偽陽性結果發生(張, 2007)。ELISA 可快速且大量地進行樣品檢測，此種
方式必須備有抗血清，利用傳統方式生產抗血清必須先純化病毒顆粒，再
將病毒顆粒注射入脊髓動物上產生抗血清。但 Crinivirus 屬的病毒，通常
存在於植物韌皮部細胞，病毒含量較少所以要純化病毒顆粒是非常困難的
(Vanslogteren, 1957;Hull, 2002)。在先前的研究報告指出，使用了重組 DNA
技術，已成功的解決病毒難以純化以製備血清的問題(Agranovsky et al., 
1994; Klaassen et al., 2008)。已有研究指出，植物病毒可以經由重組蛋白方
式生產純化抗原(Abou-Jawdah et al., 2004; ˇCeˇrovska et al., 2003)。瓜類黃
色矮化失調病毒(CYSDV)基因也利用細菌重組表現系統，產生外膜鞘蛋白
做為抗原，成功的發展出多株抗體做為檢測(Cotillon et al., 2005; Hourani 
and Abou-Jawdah, 2003)。Pelargonium zonate spot virus (PZYV)基因也利用
大腸桿菌細菌重組表現蛋白產生鞘蛋白(CP)抗原，並且也生產出多株抗體
並應用於檢測。這些抗體可以應用於 ELISA 和 Western blot 免疫分析方法
上(Anju ulati-Sakhujaa, 2009)。    
(四)核酸測定法 
    在 1986 年發明核酸聚合酶連鎖反應(Polymerase Chain Reaction,PCR)
技術後，在分子檢測技術上有重要的突破性，因為它是一種體外(in vitro)
的複製技術，是目前用於檢測上的重要反應之一。PCR 技術提升了檢測的
敏感度，且已被證實比酵素連結免疫試驗來的更準確，靈敏度也更高(Seoh 
et al., 1988；張, 2007;黃, 2008)。應用在田間檢測時發現檢體中存在許多的
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干擾因子，在進行反應中會去影響 PCR 的準確性(Rossen et al., 1992)。 
(五 )磁顆粒分離法  
    近年來奈米磁顆粒在基因科技與醫學上已有許多發展及應用。(楊, 
2006;Gupta and Gupta, 2005)。經過適當的表面處理，奈米磁顆粒可以分散
在溶劑中形成均勻的懸浮溶液，此種磁顆粒因具有很好的應用潛力(Wang 
et al., 2001;黃, 2008)。在 1979 年 John Ugelstad 成功的製備出微米尺寸的磁
性粒子，也發現這些磁顆粒具有 SuperPara-magnetic (超順磁性)在離開磁區
後就失去磁力。奈米磁顆粒表面有胺基(-NH4+)的包覆處理，因此在磁顆粒
表面帶有正電荷，檢體上若帶有負電荷的分子就會有機會與磁顆粒做結
合。利用此種特性，即可達到非專一性的結合也達到病毒分離的效果。免
疫磁顆粒分離法則是使用超順磁粒子或磁顆粒，結合上可以辨識的目標抗
原的抗體，利用磁顆粒鍵結專一性抗體後與檢體表面抗原的交互作物。近
年來磁顆粒經過修飾後，具有特殊的特性和功能，可用於病害的診斷上
(Moghimi et al., 2001;Curtis and Wilkinson, 2001)。 
     
本研究所分析之CCYV病毒2004年國內就有Crinivirus病毒的報導出現
過，但因當時並沒有造成嚴重的災害，所以沒有受到重視(李, 2011)。但從
2009開始，瓜類作物大量出現黃化現象，導致瓜類產量與甜度都不理想，
也造成經濟損失(彭, 2010)。本次研究希望可以利用感染洋香瓜(muskmelon)
作物中CCYV病毒鞘蛋白基因，經基因重組後在表現系統中生產出蛋白
質，並進一步製造抗血清，希望可用於瓜類退綠黃化病毒病之檢測。實驗
中主要是利用大腸桿菌重組蛋白方式進行，將CCYV鞘膜蛋白基因在pQE
蛋白質表現載體內做大量表現以做為病毒抗原，最後將抗原製備形成多株
抗體。希望可以利用此多株抗體，發展更好的檢測方式進行大量樣品篩
檢、種苗篩選的檢測上，能達到提前協助農友防範瓜類病毒病危害。 
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貳、材料與方法 
 
一、病毒植物材料 
    本研究所使用之瓜類退綠黃化病毒(CCYV)之樣品(感染病毒之病葉)， 
係由台南區農業改良場彭瑞菊博士所提供。 
二、病葉組織中病毒之分離 
    取 0.1g 感染病葉加入 1 ml 磷酸緩衝液均勻研磨，將研磨後組織液取
出置於微量離心管中，經離心機 5,000 rpm 處理離心 10 分鐘後，取 1ml 上
清液至新的微量離心管中，加入 3μl 磁顆粒置於室溫以迴轉震盪器中反應
30分鐘。均勻的混合後，利用強力磁鐵將帶有病毒的磁顆粒吸附下來，去
除上清液後，加入 1 ml 磷酸緩衝液(10 mM，pH 7.5)震盪清洗(此步驟重複
三次)，最後以 20μl 磷酸緩衝液(10 mM，pH 7.5)將樣品回溶，取上清液即
可得到分離之病毒顆粒。 
 
三、病毒核酸片段之反轉錄與增幅(RT-PCR) 
（一）反轉錄作用之第一股 cDNA 的合成 
    將分離之病毒顆粒取出 5μl，加入 5μl 1%Triton X-100，均勻混合後置
於 65 ℃反應 10 分鐘，釋放出 RNA 後進行第一股 cDNA 的合成。 
    PCR反應利用Reverse Transcriptase合成第一股病毒 cDNA，分別取 2μl
的 CP-F 及 CP-R、2μl dNTP （2.5 mM）、5μl 含 DEPC 的無菌水和 5μl 病
毒反應物，使總體積為 14μl，混合後於 65 ℃培養箱中作用 5分鐘，之後
置於冰上 1分鐘，再加入 4μl 5 X strand buffer、1μl 0.1 M DTT、0.5μl 
Ribounclease inbibitor （40Ｕ/μl）和 0.5μl Reverse Transcriptase（200 
units/μl），使總體積為 20μl，混合均勻後置於 LABINET-9600G PCR 機器
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中進行反應，作用包含 42℃反應 30 分鐘、94℃反應 10分鐘，最後保持在
4℃反應終止，即完成第一段 cDNA 的合成。 
（二）聚合酶連鎖反應（PCR）與分析 
    PCR 試驗總反應液量為 20μl，反應液中含有 3μl cDNA 當作模板，加
入 2μl 的 10 X PCR Buffer、1μl 2.5 mM dNTP 、0.2μl 的 TaKaRa TaqTM （5 
units/μl，TaKaRa，Japan）及核酸引子各 1μl，最後加入 ddH2O 使總體積為
20μl。低速離心後，之後放入 LABNET-9600G PCR 機器進行增幅反應，作
用包含變性 94℃變性 5分鐘；94℃變性 30 秒→48℃黏合 30 秒→72℃延展
30秒，一共進行 35 次循環與最後以 72℃延展 7分鐘，隨後將 PCR 產物進
行電泳之分析。 
（三）PCR 產物於膠體電泳分析 
    本實驗所用的膠體電泳分析，係將 DNA 產物進行水平膠體電泳分析，
可分析及確定產物和大小。首先取 1μl 6X Loading dye 和 3μl RT-PCR產物
均勻混合後，在 1.5 %洋菜水平膠體和 0.5 X TAE 緩衝液，於 100 伏特電壓
下進行 25分鐘，之後經由 Ethidium bromide 染色 5分鐘後，用 BIO-RAD
之 Quantity One 系統於 UV 燈下觀察並記錄電泳分析結果。 
 四、CP 基因之選殖 
    利用 pGEM-T Vector (Promega, Madison, USA)將所純化的PCR產物構
築在 pGEM-T 載體上。取 5μl 純化的 PCR 產物，加入 4μl 的 2X 黏接緩
衝溶液，0.5 μl的 pGEM-T vector 和 0.5 μl 的 T4 DNA Ligase，其總體積為
10 μl，並在室溫中反應 1小時後，在置於 4 ℃ 反應至隔夜，接合反應完
成後馬上進行轉型作用。 
    取 50 μl實驗室自行製備之大腸桿菌勝任細胞，加入 10 μl 的黏接液，
置於冰上 30 分鐘，42℃水浴作用 90 秒後馬上置於冰上 2 分鐘後，然後
加入 800 μl LB 培養液，於 120 rpm 振盪 37℃培養 1小時，取 50 μl 培養
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液培養在含有 ampicillin、X-gal 及 IPTG 的 LA 平板培養基上，在 37℃隔
夜培養後。挑選白色菌落並且利用 PCR 反應進行選殖株之篩選。 
 
五、CP 基因之定序 
    將確認後的菌落以四區劃菌方式培養後，將含有單一菌落的培養盤送
至台北源資生物科技股份有限公司定序，該公司係使用自動化核酸定序儀 
(automated DNA sequencer, Applied Biosystems, ABI 3730,Taipei, Taiwan)，
利用 BigDye Terminators 螢光標記，所有反應均在同一個試管中進行，每
個樣本可由電腦自動解讀平均 1 kb 的有效數據。 
 
六、CP 基因之核酸序列分析 
    核酸序列結果利用 National Center for Biotechnology Informationy 資
料庫的 nucleotide blast 進行序列分析，選殖蛋白質序列利用 National Center 
for Biotechnology Informationy資料庫的 protein blast 進行分析，最後利用
ExPASy Proteomics Server 分析系統分析蛋白質大小。 
 
七、質體製備 
    質體製備是使用 GeneMark 質體 DNA 套組進行純化，首先培養
pGEMT-CP/DH5α 菌液於 37℃培養箱培育 14小時，將菌液以 12000 rpm
離心 2分鐘，去除上清液，加入 200μl solution Ⅰ將沉澱物均勻混合，之後
加入 200μl solution Ⅱ輕轉反應管，之後加入 200μl solution Ⅲ輕轉反應管，
反應後以 12000 rpm 離心 10 分鐘，取上清液置入 spin column 中，以 12000 
rpm離心 1分鐘，倒掉 collection tube 中過濾液體，再加入 700μl washing 
solution 到 spin column 中以 12000 rpm 離心 1分鐘(重複此步驟)，之後於
12000 rpm 離心空轉 15分鐘，將酒精完全去除，之後將 spin column置於
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新的微量離心管上，加入適量的去離子水後靜置 2 分鐘，最後以 12000 rpm
離心 1分鐘，得到純化之 pGEMT-CCYV-CP/DH5α。 
 
八、基因表現載體之構築 
    純化之質體 Pgemt-CCYV-CP/DH5α先以限制酶 SacⅠ和SphⅠ(BioLab)
於 37℃處理 2小時，進行電泳分析並將完整之 CP 基因切割出來，735bp
片段含有 CP基因。基因分離表現載體製備，將此片段回收；表現載體 pQE
也以限制酶 SacⅠ和 SphⅠ(BioLab)於 37℃處理 2 小時並回收處理，之後將
基因與 pQE 進行接合作用與轉型反應。 
    利用上述之 pQE 載體與 pGEMT-CCYV-CP 反應物進行接合反應。係
取 5ul純化之 pGEMT-CCYV-CP產物，加入 5μl 的 2X 黏接緩衝溶液，0.5 
μl的純化之 pQE 蛋白質產物，0.5 μl 的 T4 DNA ligase，使總體積為 10 μl，
於 37℃反應 1 小時後，至於 4℃ 隔夜培養。黏接反應液繼續進行大腸桿
菌勝任細胞的轉形反應。 
    取 5μl上述之黏接反應液轉移到裝有勝任細胞(M15)微量離心管中，放
置於冰上 30 分鐘，再將離心管置於 42℃水浴 90 秒，冰浴 2 分鐘後，加
入 800 μl LB 培養液，於 37℃，120 rpm 振盪培養 1小時，取 100 μl菌液
在含有 ampicillin (100μg/ml)與 kanamycin (50μg/ml)的 LA 平板培養皿上塗
抹均勻，至於 37℃培養 12 小時，利用 PCR 反應確認，即可得到轉形之重
組蛋白 pQE31-CCYV-CP/M15。 
 
九、蛋白質表現及純化 
    蛋白質表現是利用 6x his tagged protein system (QIAGEN)，實驗首先是
先將 pQE-CCYV-CP/M15 培養於 3 mL LB 培養液中﹝包含 ampicillin 
(100μg / mL)與 kanamycin (50μg / mL)﹞，於 37℃培養箱培養 16-18小時
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後，取 200μl之菌液於 30mL 培養液中次培養 2~3 小時至菌液 A600為 0.5，
此時加入 IPTG(最終濃度為 1mM)於 25℃培養箱培養 6小時，誘導選殖株
產生大量之重組蛋白。之後加入 Lysozyme(最終濃度為 1mg/mL)，於 4℃
反應 30 分鐘後將菌體打散，並利用超音波震盪器處理 10分鐘，再以 12000 
rpm離心 2分鐘，即可得到為重組蛋白。 
    最後將重組蛋白 pQE-CCYV-CP/M15 萃取液經由帶有 6x his tagged 的
His Gravitrap (GE Healthcare)管柱純化 CP 蛋白，在純化步驟，首先將管柱
中的保存液(20%酒精)流掉並加入 20mL ddH2O 洗滌管柱，再加入 20mL 的
Binding buffer 之後加入萃取液，接著加入 5mL Washing buffer去除雜質，
最後加入 3mL Elution buffer 即可得到純化後的 PQE-CCYV-CP/M15 蛋
白，再以 SDS-PAGE 與 Western Blotting 確認。 
 
十、蛋白質表現之分析 
(一) SDS-PAGE 分析 
    將蛋白質樣品與 4 X SDS loading buffer 均勻混合後，置於 100℃水浴
中作用 10分鐘即完成樣品之處理。以 4％ stacking gel 及 10％ separating 
gel 進行蛋白質電泳分析，首先以電壓 80 伏特進行電泳反應，約 30~45 分
鐘，直到 4％ stacking gel 及 10％ separating gel 交界面時再以電壓 100伏
特進行電泳反應，約 1.5~2 小時，直到 bromophenol blue 至膠體最下方即
可停止電泳分析。最後將膠體進行染色，即可觀察蛋白質分析結果。若需
進行 Western Blotting 分析，則需進一步將蛋白質轉漬於 NC paper 上。 
(二) 膠體染色 
    將蛋白質以電泳方式分析完成後，將膠體取出後放入適當盒子裡，加
入 20~40 mL 以 coomassie brilliant blue 配製的染劑(coomassie brilliant 
blue 、Methanol、Acetic acid)，於平板震盪機上反應 1小時，待蛋白質染
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色後，將染色液倒掉後加入清水稍微清洗盒中多餘染劑，之後加入 20~40 
mL的退染液(Methanol、Acetic acid)，退染到蛋白質條帶清晰可見，即可
將蛋白質膠體，以玻璃紙架乾晾乾後保存。 
(三) 西方墨點法(Western Blotting) 
    蛋白質以電泳方式分析完成後，將膠體取出置於轉漬夾上與 NC paper
於轉印緩衝液中(transfer buffer)以 100 volt 進行 1~2 小時的轉漬反應。蛋
白質轉印完成後將 NC paper 浸置於 blocking buffer(5%脫脂奶粉於 TBST)
在平板震盪機上反應 1小時，之後將 blocking buffer 倒掉，並以 TBST 清
洗 3次，每次 10分鐘，完成清洗後加入一級抗體 His-probe (rabbit polyclonal 
IgG sc-803;Santa Cruz) 在平板震盪機上反應 2小時，之後以 TBST 清洗 3
次，每次 10分鐘，加入二級抗體(peroxidase-conjugated affiniPure Goat 
anti-rabbit IgG;111-035-003; JacksonImmuno) 在平板震盪機上反應 1小
時，之後以 TBST 清洗 3次，每次 10 分鐘，最後將冷光試劑均勻混合並與
NC paper 反應 2 分鐘後，以保鮮膜覆蓋後置放於卡夾(Kadak)中，並於暗房
中以 X 光底片進行壓片反應，待底片顯像後即可觀察結果。 
 
十一、抗體之製備 
    取 2mg 之純化後 PQE31-CCYV-CP 蛋白，委託桃園縣濁水溪生物科技
公司製備抗體。 
 
十二、抗體免疫球蛋白 
    取 1mL 血清及 9mL 無菌水於 100mL 燒杯中均勻攪拌，並沿著燒杯慢
慢加入 10mL 的飽和硫酸銨水溶液，室溫下攪拌均勻後以高速微量離心機
離心 10 分鐘，進行抗體沉澱。去除上清液後加入 2mL 0.5X 磷酸緩衝液溶
解沉澱物，接著將溶解之溶液至於透析袋中，將透析袋置於 500mL 0.5X
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磷酸緩衝液中於 4℃下進行透析 4小時，重複透析步驟 3 次，透析後將血
清以柱狀過濾管進行抗體純化。 
    柱狀過濾管之製備是將 10mL 的 Sephacel (DEAE SephacelTM)置於
100mL 燒杯中，倒入 30mL 0.5X 磷酸緩衝液均勻攪拌 15 分鐘後於室溫靜
置到 Sephacel 沉澱，倒掉上清液，重複此步驟到 pH 值到 7.4。將調整好
pH值之 Sephacel 加入 10mL 0.5X 磷酸緩衝液，均勻混合後開始進行柱狀
過濾管配置。過濾管配置前要先將 10mL 塑膠滴管去除前端 2 公分，並於
前端塞入足夠的玻璃纖維，以支撐後面加入的 Sephacel，之後將滴管固定
在垂直鐵架上，加入處理過的 Sephacel 至塑膠滴管刻度 9mL 位置，然後
加入 0.5X 磷酸緩衝液到管柱最頂端，當上方 0.5X 磷酸緩衝液與下方
Sephacel 液面接觸時，沿管壁加入透析過後的血清液，並以 1.5mL 微量離
心管收集分離之抗體。分離抗體過程中要不斷加入 0.5X 磷酸緩衝液要高
於 Sephacel 之上，之後將收集之抗體以分光光度計測吸光值(OD280)，最
後將 OD 值調整到 1.4(此時抗體濃度為 1mg/mL)，置於-20℃保存備用。 
 
十三、抗體磁珠之製備 
    首先取出純化後的免疫球蛋白與磁顆粒(TANBead USPIO-101，台灣圓
點公司)以 5:1之比例混合，之後加入抗體三倍體積的無菌水及 0.1g 
N-[3-Dimethylaminopropyl-Ethylcarbodiimidehydrochloride,(EDC)]於室溫下
迴轉震盪器均勻混合 2小時，之後將混合液以強力磁鐵將免疫磁顆粒固定
於管壁，吸取上清液以分光光度計測其濃度，即可推算出抗體與磁顆粒結
合之效率。最後將成功結合之免疫磁顆粒以磷酸緩衝液回溶，保存於 4℃。 
 
十四、免疫磁珠 PCR 
    取感染病葉片 0.1 g，以 1 ml 磷酸緩衝液均勻研磨，將研磨完全的組
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織液取出至微量離心管中，以微量離心機 5,000 rpm，離心 10 分鐘，將上
清液取出至新的微量離心管中，之後加入 3μl免疫磁顆粒，置於室溫以迴
轉震盪器反應 30分鐘。利用強力磁鐵將成功結合之複合體(磁顆粒-抗體-
病毒)吸附於管壁，小心的將上清液去除，將吸附於管壁的複合體以磷酸緩
衝液清洗三次，最後去除上清液並加入 20μl磷酸緩衝液回溶，即可得到分
離之病毒顆粒，接著進行 RT-PCR 試驗進行檢測分析。 
 
十五、病毒純化 
    此方法由中興大學葉錫東博士實驗室所提供，首先將感染病毒之新鮮
組織與含有 0.01 M EDTA 和 0.25% sodium sulfite( 2 ml per g of tissue)的
0.5M postassium buffer 進行研磨，直到混合均勻即可。慢慢加入總體積一
半的 carbon tetrachloride 混合，之後離心 10,000g 10 分鐘，倒掉上清液，
再加入 polyethylene glycol 混合均勻(比例約為 8 g/100 ml)，於 4℃反應 1
小時，之後離心 10,000g 10 分鐘，倒掉上清液，加入 1/10 體積的 PE buffer 
(0.1 M potassium phosphate 包含 0.01 M EDTA ,pH 7.0)混合均勻，直到上
清液澄清(至少一小時以上)，之後離心 10,000g 10 分鐘，取上清液加入
5%PEG 和 0.3 N Nacl 均勻混合反應 1 小時，之後離心 10,000g 10 分鐘，收
取在 PE buffer 內的 pellet 和懸浮 pellet 儲存於 4℃，再做進一步的純化。
將懸浮液加入 PE buffer 中，之後加入 PE buffer(含最終濃度 15% Cs2SO4)，
再加入 PE buffer 使總體積為 9 的倍數(27 或 36 ml)。之後加入 53% (W/W) 
Cs2SO4， 於 5℃離心 30 ,000 rpm 16 小時，離心後觀察病毒大概會在中間
部分，小心的收集病毒，用 2 倍容量的 PE buffer 進行稀釋，之後加入 2% 
Triton X-100均勻混合 1小時，離心 9,500 rpm 15 分鐘，取上清液加入 20% 
Sucrose，離心 36,000 rpm 2 小時。倒掉上清液保留沉澱物，加入 0.5M 的
PE buffer(包含 0.01 M EDTA、0.2 % Na2so3)反應 1小時，之後加入 20 % 
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sucrose 離心 36,000 rpm 2 小時，倒掉上清液加入 15% Cs2SO4和 53% 
Cs2SO4，之後離心 36,000 rpm 24 小時，即可得到純化病毒，做為病毒顯微
鏡觀察材料。 
 
十六、電子顯微鏡觀察 
    此方法經由中興大學陳煜焜博士及趙珮琪小姐協助與指導，於
TEM(Transmission Electron Microscopy)實驗室操作之步驟，首先將植物組織切
割成 1mm3 大小，加入含有 2-5% glutaraldehyde 的 0.1% phosphate buffer 
(pH 6.8-7.4)， 在室溫下反應 2-4 小時，使組織細胞固定。之後加 0.1% 
phosphate buffer (pH 6.8-7.4)清洗組織 3次,每次 15-30分鐘。將上清液吸
掉，加入含有 1-2% OsO4 的 0.1% phosphate buffer (pH 6.8-7.4) 於抽氣櫃
內，反應 2-4 小時。之後加 0.1% phosphate buffer (pH 6.8-7.4)清洗組織 3
次,每次 5-10 分鐘。之後分別加入 50%、70%、85%、95%酒精反應 20分
鐘進行脫水，最後加入 100%酒精反應 2 次每次 30分鐘，使組織達到完全
脫水無水狀態。之後再加入 100% ETOH 和 LR White resin = 1：1 混合液，
於 4℃中反應 24 小時，之後保存於 100% LR White resin。切片前將組織挑
起，並且將組織封於膠囊中，烘乾後進行切片。 
    將切片好的組織細胞，固定在銅網上，利用 6%的醋酸鈾(Uranyl acetate)
進行染色 30分鐘後，用清水沖洗，再利用鉛溶液(Trisodiurn citrate、Lead 
nitrate 和 NaOHC)進行染色 5-10分鐘後，用清水沖洗後，吸掉多餘的水分，
將銅網置於顯微鏡上即可觀察病毒型態。 
 
十七、免疫組織化學染色 
    將植物韌皮組織切片後，先用 PBS 進行清洗於室溫反應 30 分鐘，將
液體吸掉後，加入初級抗體於室溫反應 30 分鐘，加入 PBS 清洗組織每次
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3分鐘洗兩次。再加入次級抗體 peroxidase labeled goat anti-rabbit IgG 次級
抗體於室溫反應 30 分鐘，加入 PBS 清洗組織每次 3分鐘洗兩次。最後加
入含有 500μl DAB/Metal Concentrate 的 Stable peroxide 緩衝液於室溫反應
15分鐘，即可以顯微鏡觀察。 
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叁、結果與討論 
  
一、田間洋香瓜受 CCYV 病毒感染後在病葉上所產生之典型病徵 
    台灣地區氣候溫暖，栽培技術良好，很適合瓜類作物生長，目前為止
瓜類作物仍然是台灣地區重要的經濟作物，全年皆有作物可以收成(蔡, 
2000)。但因為全年皆可生長，病蟲害的危害也是相當嚴重的，病毒病是目
前造成作物損失的重要原因(蔡,1988；Hourani., et al 2003)。在 2009 年台灣
瓜類出現大量黃化病徵，係由於作物感染瓜類退綠黃化病毒 (CCYV)而導
致(彭,2011)。觀察感染 CCYV 病毒葉片的病徵，初期感染 CCYV 的病葉，
在葉片上可以發現有黃綠色的小斑點存在(圖一 A)，之後慢慢的黃綠色小
斑點會慢慢擴大，在後期感染之病葉會全部都為黃色的，特別的部分是在
後期感染 CCYV 的葉片中，葉脈還是會呈現綠色的(圖一 B)，病毒傳播也
會從老葉慢慢的擴展到新的葉片上，最後會導致整株植株也受到感染而黃
化，在感染 CCYV 病毒之植株並不會馬上死亡，所以在生產的果實也會有
壞疽畸形情形發生，最後病毒傳播感染其他植株會導致整區的瓜類作物死
亡，使得收產不佳，嚴重受到經濟損失。 
 
二、 CCYV 病毒純化前後利用電子顯微鏡所觀察之病毒型態 
    在先前報導指出，Crinivirus 屬之病毒是長絲狀(Martelli et al., 2000)，
且大多皆存在植物韌皮部組織中(Wisler et al., 1998)，本研究利用電子顯微
鏡觀察純化之病毒型態和植物韌皮部組織中是否有病毒顆粒存在。實驗結
果發現利用穿透式電子顯微鏡觀察純化之病毒型態，在植物韌皮部組織部
分，利用穿透式電子顯微鏡觀察到長絲狀的 CCYV 病毒型態，病毒大小為
650~900×12nm，在電子顯微鏡下看到長絲狀病毒，證實 CCYV 病毒存在
於植物韌皮部組織中(圖二 A)。在純化病毒的部分也可以利用顯微鏡觀
察，可以明顯可以看到長絲狀的 CCYV 病毒顆粒(圖二 B)。目前對於瓜類
退綠黃化病毒的檢測，大多使用 RT-PCR 檢測方法，它是屬於一種具有高
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度靈敏性、穩定性、且快速、便宜的鑑定方法。但用於大量田間檢測就相
當不理想。最近年來用於田間檢測方式為血清學是最理想的，但 CCYV 病
毒屬於 Criniviruses，而 Criniviruses 利用傳統方法是很難純化和產生抗體
(Steel.et al., 2011)。在前人研究報導中也發現，使用了重組 DNA 技術，以
成功的解決病毒難以純化的問題(Agranovsky et al., 1994; Klaassen et al., 
2007)。本次研究利用了重組蛋白方式，將 CP基因選殖到 PQE31 蛋白質表
現載體，進行大量表現，並將表現之蛋白純化後製作抗體，目前已經成功
的製備出瓜類退綠黃化病毒鞘蛋白多株抗體。 
 
三、 利用 RT-PCR 分離不同樣品之鞘蛋白基因所得到之電泳分析圖 
    利用 CP引子對進行 RT-PCR 分析。首先將田間採樣之病徵病葉研磨
後進行病毒分離，得到分離之病毒顆粒，接著進行 RT-PCR 分析。分別取
了 6株具 CCYV 典型病徵之病葉，進行 RT-PCR分析，結果發現在 735bp
的位置皆有條帶產生，可以作為基因選殖之材料。之後使用 DNA 
clean/Extraction Kit 純化 PCR 產物，並且利用 pGEM-T Vector 將所純化的
PCR產物構築於 pGEM-T Vector 上(圖三)。 
 
四、 不同選殖株之鞘蛋白基因序列之比對分析 
    將不同選殖株之CP基因進行定序，其核酸序列利用National Center for 
Biotechnology Information 資料庫的 BLAST 軟體進行序列分析，比對結果
確定選殖的基因為 CCYV 之 CP基因，此基因序列之 DNA 長度為 735 bp，
比對結果也發現在不同來源的 CP基因序列經過比對後相似度高達 99%以
上(圖四)。轉譯後之蛋白質序列亦利用 National Center for Biotechnology 
Information 的 BLAST 軟體進行分析也確定基因為 CCYV-CP 基因序列，最
後利用 ExPASy Proteomics Server 分析系統分析蛋白質大小，分析結果得知
此基因之蛋白質特性包括此基因由 245胺基酸所組成、其等電點(PI)為 5.76
及分子量為 28kDa。比對分析此基因之核酸及蛋白質序列發現在不同樣品
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所分析之 CP序列，不管在 DNA 序列及蛋白質序列分析上的相似度都為
100%，代表 pGEMT-CCYV-CP/DH5α 鞘蛋白基因具有高度的保留性(圖
五)，並將此 CP 基因之選殖株稱為 pGEMT-CCYV-CP。 
 
五、 pQE-CP 基因之選殖示意圖 
    構築基因形成重組蛋白是先以限制酶 SacI 和 SphI 酵素，將 pGEMT- 
CCYV-CP上的鞘蛋白基因切割下來(735bp)，將此片段進行回收後再與先
經過限制酶 SacI 和 SphI 酵素切割的 pQE 載體進行接合。培養時係利用
Ampicillin (100μg/ml)與 Kanamycin (50μg/ml)抗生素進行篩選，隨後利用
CP-F引子與 pQE-R(GTTCTGAGGTCATTACTGGATCTAT)引子進行 PCR
聚合酶連鎖反應，可確認插入片段之方向之正確性，最後將篩選成功的重
組質體命名為 pQE-CCYV-CP (圖六)。 
 
六、 選殖株中鞘蛋白基因在不同 pQE 表現載體中之蛋白質表現 
    經電泳分析後發現在構築的 pQE30-CCYV-CP、pQE31-CCYV -CP 和
pQE32-CCYV -CP 菌落進行聚合酶連鎖反應都可得到 835bP 的片段。所以
將 pQE30-CCYV -CP、pQE31-CCYV -CP 和 pQE32-CCYV -CP 分別進行了
蛋白質表現，看在大約 28kDa 位置上，是否有預期之大小產生。將構築後
之選殖株以聚合酶連鎖反應確認之 pQE30-CCYV -CP、pQE31-CCYV -CP
和 pQE32-CCYV-CP 的選殖株，而後則進一步利用 IPTG 誘導其蛋白質的
表現，結果發現只有 pQE31-CCYV-CP在 28kDa 的位置上有明顯之蛋白質
條帶產生，表示 pQE31-CCYV -CP 可以穩定表現蛋白，後續之研究則利用
選殖株 pQE31-CCYV -CP來進行 CP 蛋白之大量表現(圖七)。 
 
七、 鞘蛋白基因以 IPTG 誘導後所得到之蛋白質表現結果 
    為了確認蛋白質經由 IPTG 誘導時間長短會不會影響表現，所以利用
pQE31-CCYV -CP 於 25℃培育下，分別進行無加 IPTG、有加 IPTG 並誘導
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0、2、4、6、8 小時分析。其中無添加 IPTG 無法誘導出約 28kDa 的條帶
產生；而在有添加 IPTG 並誘導 0、2、4、6、8小時的測試中發現，添加
IPTG誘導 6~8 小時的處理其蛋白質表現最佳，因此後續蛋白質表現將以
IPTG誘導 6小時為準(圖八)。 
 
八、 選殖株 pQE31-CCYV -CP之蛋白質表現及其 Western blot 分析 
    將選殖株 pQE31-CCYV -CP經由 IPTG 誘導 6 小時後，可以誘導出帶
有 6x His tagged 的 CP蛋白基因，分析時使用 QIAGEN 公司購買的 His 
tagged 純化蛋白系統以純化的 CP蛋白，最後以 SDS-PAGE 進行蛋白質分
析表現，並且利用 His 的初級抗體進行 Western blotting 分析。測試結果發
現選殖株 pQE31-CCYV -CP 大約在 28kDa 位置產生預期之條帶，對照組在
28kDa 位置則無條帶產生(圖九)。大量純化之 CP 蛋白，則委託濁水溪生物
科技公司進行多株抗體之製備。 
 
九、 利用 CP 抗體對 pQE31-CCYV -CP 之全蛋白所進行之 Western blot
分析 
    將選殖株 pQE31-CCYV -CP經由 IPTG 誘導 6 小時後，可以誘導出 CP
蛋白，之後以 SDS-PAGE 進行分析表現，並且利用重組蛋白生產之多株抗
體做為初級抗體進行 Western blotting 分析和蛋白質 Marker 比對，發現有
選殖 CP 基因大約在 28kDa 位置會有條帶產生，對照組在 28kDa 位置則無
條帶產生。結果發現利用重組方式生產之多株抗體可以用於 Western 
blotting 分析中，抗體稀釋倍數達 25,000 倍，表示著抗體濃度具有高度靈
敏性(圖十)。 
 
十、 洋香瓜被 CCYV 感染後莖部細胞組織之免疫染色分析 
    將感染 CCYV 病毒之病葉組織進行切片，之後使用 Thermo 公司所購
買的免疫組織染色試劑(Metal Enhanced DAB Substrate Kit)進行染色。分別
取了健康的組織與感染 CCYV 組織進行比對分析，從分析結果圖可以清楚
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的看見，健康 melon 莖部組織進行免疫染色後，在切片組織韌皮部細胞周
圍無黑色斑點的病毒顆粒存在，而感染 CCYV melon 莖部組織上，組織韌
皮部周為則有黑色斑點的病毒顆粒存在，結果可再次確認病毒顆粒是存在
於植物韌皮部細胞(圖十一)。 
 
十一、 利用引子組 CP-F及 CP-R對不同之樣品所進行之檢測分析 
    近年來分子生物檢測技術快速發展，目前用於病毒檢測最主要是使用
血清學方式(ELISA)和 RT-PCR 方式為主。不同檢測方式會有不同的敏感
性、重現性。為了進一步改良技術，提高準確性。在 RT-PCR 實驗中添加
了磁顆粒及免疫磁顆粒進行試驗探討。在環境中植株、土壤、水源都有可
能成為影響 RT-PCR 的限制因子，造成實驗室所開發的檢測技術無法用於
田間檢測上。本次研究也探討了植物組織液、植物組織液添加磁顆粒和植
物組織液添加免疫磁顆粒，進行 RT-PCR 分析。本研究中先將已確認被
CCYV 感染之病葉研磨後，以 10,000 rpm 離心 10 分鐘後取上清液，分別
進行組織原液、組織原液添加 3μl 的磁顆粒和組織原液添加 3μl 事先將抗
體接合於磁顆粒上的免疫磁顆粒，進行反轉錄聚合酶連鎖反應。在 2 組反
應結果試驗中發現，組織原液直接進行反轉錄聚合酶連鎖反應，皆無專一
性條帶產生。在添加磁顆粒與添加免疫磁顆粒進行萃取後，再進行反轉錄
聚合酶連鎖反應，則有專一性條帶產生。經結果可以推測組織液中，可能
具有干擾反應之干擾因子存在，使得反應結果無專一性條帶產生。添加磁
顆粒可以清除干擾因子，並能促進 PCR 反應性 (圖十二)。 
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圖一、田間洋香瓜受 CCYV 病毒感染後在病葉上所產生之典型病徵。 
 
A：病毒感染初期可在病葉上發現黃綠色的小斑點。B：小斑點的病勢會慢
慢擴大，導致葉肉都變成黃色，最後葉脈仍呈現綠色。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. B. 
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圖二、CCYV 病毒利用電子顯微鏡所觀察之病毒型態。 
 
A：韌皮部組織利用穿透式電子顯微鏡所觀察到的長絲狀 CCYV 病毒之型
態，箭頭所指之處代表 CCYV 病毒的顆粒。B：純化後之病毒顆粒，利用
穿透式電子顯微鏡所觀察之結果，箭頭所指之處代表 CCYV 病毒顆粒。 
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圖三、利用 RT-PCR 檢測不同樣品之病毒鞘蛋白基因所得到之電泳分析圖。 
M：100 bp ladder DNA marker 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M  1  2  3  4  5  6  
735bp 
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圖四、CCYV 不同選殖株之鞘蛋白基因序列與 NCBI 資料庫中之鞘蛋白基
因序列之多序列比對分析。 
 
CCYV-CP-72表 72號選殖株之基因序列； 
CCYV-CP-CK表 NCBI資料庫中 HM：581658.1之 CP基因序列； 
CCYV-CP-11表 11號選殖株之基因序列； 
CCYV-CP-15表 15號選殖株之基因序列。 
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圖五、CCYV 不同選殖株之 CP轉譯蛋白序列與 NCBI 資料庫中之鞘蛋白
序列之多序列比對分析。 
 
CCYV-CP-72表 72號選殖株之轉譯蛋白序列； 
CCYV-CP-CK表 NCBI資料庫中之鞘蛋白序列； 
CCYV-CP-11表 11號選殖株之轉譯蛋白序列； 
CCYV-CP-15表 15號選殖株之轉譯蛋白序列。 
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圖六、pQE-CCYV-CP/M15 基因之選殖示意圖。 
CCYV-CP 
pGEMT-CP 
pQE-vector 
pQE-CCYV-CP/M15 
CCYV-CP 
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圖七、選殖株在中鞘蛋白基因在不同 pQE 表現載體中之蛋白質表現結果分
析。 
 
M：蛋白質分子標記；Lane 1：pQE30-CCYV-CP 有加 IPTG 誘導 6小時；
Lane 2：pQE31-CCYV -CP有加 IPTG 誘導 6小時；Lane 3：pQE32-CCYV -CP
有加 IPTG 誘導 6小時；Lane 4：pQE31-vector 有加 IPTG 誘導 6 小時。 
 
28kDa 
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圖八、選殖株 pQE31-CCYV -CP中鞘蛋白基因以 IPTG 在不同時間誘導後
所得到之蛋白質表現結果。 
 
M：蛋白質分子量標記；Lane X：pQE31-CCYV -CP沒有加 IPTG 誘導 6
小時；Lane 0：pQE31-CCYV -CP有加 IPTG 誘導 0 小時；Lane 2：
pQE31-CCYV -CP 有加 IPTG 誘導 2 小時；Lane 4：pQE31-CCYV -CP 有加
IPTG誘導 4小時；Lane 6：pQE31-CCYV -CP有加 IPTG 誘導 6 小時；Lane 
8：pQE31-CCYV -CP有加 IPTG 誘導 8 小時；Lane V：pQE31-vector 有加
IPTG誘導 6小時 
 
 
 
M X 0 2 4 6 8 V 
28kDa 
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圖九、選殖株 pQE31-CCYV-CP以 6 His 蛋白質之抗體為探針之蛋白質表
現及其 Western blot 分析。 
 
Lane 1：純化之 pQE31-CCYV -CP；Lane 2：蛋白質分子量標記；Lane 2：
未純化之 pQE31-CCYV -CP；Lane 4：pQE31-vector 
 
 
 
 
 
1 2 3 4 
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圖十、利用 CP抗體對 pQE31-CCYV-CP 之全蛋白所進行之 Western blot 分
析 
 
Lane 1：蛋白質分子量標記；Lane 2：pQE31-CCYV -CP； 
Lane 3：pQE31-vector。 
 
 
 
 
 
  1  2 3 
28 kDa 
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圖十一、洋香瓜被 CCYV 感染後莖部細胞組織切片以鞘蛋白抗體所進行之
免疫染色分析。 
 
A：為健康洋香瓜莖部組織進行免疫染色後，在韌皮部細胞周圍無黑色斑
點的病毒顆粒存在；B：為感染 CCYV 之 洋香瓜莖部組織，結果發現組織
韌皮部周圍有黑色斑點的病毒顆粒存在。 
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圖十二、利用引子組 CP-F及 CP-R 對不同處理之樣品所進行之 RT-PCR 檢
測分析。 
 
M：100 bp ladder DNA marker；Lane 1：病組織液；Lane 2：病組織液+磁
顆粒；Lane 3：病組織液+免疫磁顆粒；Lane 4：病組織液；Lane 5：病組
織液+磁顆粒；Lane 6：病組織液+免疫磁顆粒。 
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表一、本實驗所使用引子之代號及其核酸序列。 
Primer 
name 
Sequence 
 
Reference 
CP-F  F-ATGGAGAAGACTGACAATAA   This study 
CP-R  R-GTTCTCAGGTCATTACTGGATCTAT   This study 
pQE-R  R-GTTCTGAGGTCATTACTGGATCTAT   Li,Y.F.,2011 
 
 
